Metabolsk Netvaerks Analyse

— et vigtigt analytisk veerktoj i metabolic engineering

Metabolsk Netvaerks Analyse (MNA) bruges til at karakterisere den centrale metabolisme
af mikrobielle organismer, og det er derfor et vigtigt analytisk vaerktoj i metabolic
engineering. Her beskrives det, hvordan MNA kan bruges i metabolic engineering

Af Jette Thykzr og Jens Nielsen, Center for Bioteknologisk Proceforskning, BioCentrum, DTU

MNA kombinerer *C-merkningsforsgg med metabolitbalan-
cer, hvorved det er muligt bade at identificere og kvantificere
de metabolske fluxe. Desuden giver metoden mulighed for at
analysere, 1 hvilke organeller de forskellige reaktioner i
metabolismen finder sted. Gaschromatografi-
massespektrometri (GC-MS) benyttes til at bestemme '3C-
markningsmgnstrene af de proteinogene aminosyrer, og
markningsmgnstrene af de centrale metabolitter kan derefter
udledes ud fra kendskab til de biokemiske relationer mellem
aminosyrerne og de centrale metabolitter. Med resultater fra en
adipoyl-7-ADCA-producerende stamme af Penicillium
chrysogenum illustreres det, hvordan MNA kan anvendes i
metabolic engineering
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Figur 1. Den iterative cyklus for metabolic engineering.

Metabolic engineering — en ny type stammeoptimering

Der er i tidens 1gb blevet brugt klassiske stammeudviklings-
programmer til at optimere industrielle processer, der invol-
verer mikroorganismer sasom penicillinproduktion. Den
traditionelle strategi for denne type programmer har veret at
foretage tilfldige mutationer i mikroorganismens genom,
f.eks. med UV-lys, og derefter udvelge stammer med forbed-
ret udbytte.

Udviklingen i molekylarbiologi har gjort det muligt at
modificere genomet selektivt, dvs. fokusere pa enkelte syntese-
veje og derved optimere stammens cellulere egenskaber.
Denne type stammeoptimering kaldes metabolic engineering. I
modsatning til den klassiske stammeudvikling, der ggr brug af
tilfeldige mutationer, er metabolic engineering en mere direkte
metode til at forbedre de industrielle stammer.

Metabolic engineering er en iterativ proces, der bestar af et
syntesetrin, der involverer de genetiske modifikationer, et
analysetrin hvor effekterne af de genetiske @ndringer analyse-
res og et designtrin, der danner grundlag for fremtidige geneti-
ske @ndringer (figur 1) [1,2]. MNA anvendes i analysetrinet til
at analysere strukturen af det metabolske netvaerk og fordelin-
gen af de metabolske fluxe [3,4,5].
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13C-maerkningsforsog

BC-mearkningsforsgg udggr den eksperimentelle del af MNA.
Fermenteringer af mikroorganismer foretages med *C-market
substrat som kulstofkilde, f.eks. [1-'*C]-glukose. Nar det 1*C-
merkede substrat metaboliseres fordeles '*C i metabolitterne,
hvilket resulterer i merkningsmgnstre, der reflekterer aktivite-
ten af de enkelte synteseveje i metabolismen. Merknings-
graden af et kulstofatom i en metabolit er givet ved den
fraktionelle merkning (FM), der defineres som den fraktion af
kulstofatomer, der er *C. Derimod er den summerede fraktion-
elle maerkning (SFM) af alle kulstofatomer i en metabolit
defineret som summen af de fraktionelle markninger af hvert
kulstofatom.

MNA fokuserer pa at give en detaljeret beskrivelse af den
centrale metabolisme, hvorfor information om mearkningsmgn-
strene af de centrale metabolitter er ngdvendig. Det er desvaerre
ikke muligt at male SFM af de centrale metabolitter, da de kun
findes i meget sma koncentrationer i cellerne. Derfor bruges en
indirekte metode, hvor SEM af de centrale metabolitter bestem-
mes ud fra malinger af SEM af aminosyrer fra hydrolyserede
proteiner vha. GC-MS. Ud fra biokemisk kendskab, til hvordan
kulstofatomerne i de centrale metabolitter inkorporeres i amino-
syrerne, udledes SFM af de centrale metabolitter (figur 2).
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Figur 2. Indirekte metode til bestemmelse af meerkningsmgnstrene af de
centrale metabolitter ud fra merkningsmgnstrene af de proteinogene
aminosyrer malt vha. GC-MS.

GC-MS-malinger

SFM af de proteinogene aminosyrer males vha. en hurtig og
robust GC-MS-metode (figur 3). For at kunne analysere
aminosyrer vha. GC-MS er det ngdvendigt at derivatisere dem,
sa de bliver flygtige. I gaschromatografen separeres de deriva-
tiserede aminosyrer, hvorefter de ioniseres i massespektro-
metret. [oniseringen medfgrer fragmentering af aminosyre-
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Figur 3. Skematisk oversigt over den anvendte GC-MS-metode.

derivaterne, hvilket betyder, at flere fragmenter afledt af den
samme aminosyre analyseres i massespektrometret. Herved
opnas komplementzar information omkring aminosyrernes
markningsmgnstre.

GC-MS-metoden udnytter at 3C er tungere end >C, hvilket
resulterer i sakaldte ion-clustre i massespektret, der viser
massefordelingen i de forskellige fragmenter. Ud fra toppenes
intensitet i massepektret bestemmes SFM af fragmenterne
(figur 3). De estimerede SEM anvendes til bade kvantitativt og
kvalitativt at karakterisere det metabolske netverk i form af
netvaerksstruktur og fluxfordeling.

Fluxestimering
Til estimering af de metabolske fluxe anvender MNA en
kombination af metabolit- og isotopbalancer. For at kunne
opstille en matematisk model er det ngdvendigt at vide,
hvordan strukturen af det metabolske netvark ser ud. Denne
information opnas ved en detaljeret gennemgang af de malte
mearkningsmgnstre, hvor overensstemmelse mellem det
formodede netverk og markningsdata undersgges. Baseret pa
netveerkstrukturen og de malte markningsdata estimeres
fluxfordelingen i det metabolske netvaerk, eksemplificeret pa
figur 4, vha. et computerprogram.

Input til den matematiske model inkluderer biomassesam-
mens@tningen, m&rkningsmgnstre af aminosy-

spgt. Figur 4 viser en sammenligning af fluxfordelinger af en
adipoyl-7-ADCA producerende stamme af Penicillium chryso-
genum med og uden sidekadeprekursoren adipat i vekstmedi-
et. BC-markningsresultaterne fra denne undersggelse viste, at
adipat bliver nedbrudt til AcCoA og succinyl-CoA. Desuden
bliver den anaplerotiske flux fra pyruvat til oxaloacetat erstattet
af adipatnedbrydningen [7]. Da nedbrydningen af adipat er en
ugnsket sidereaktion i produktionen af 7-ADCA, bgr fremtidig
forskning fokusere pa at eliminere de enzymer, der er ansvarli-
ge for denne nedbrydning.

Konklusion

MNA har vist sig at vere et verdifuldt analytisk verktgj i
metabolic engineering Metoden har varet anvendt til
metabolsk karakterisering af adskillige mikroorganismer, f.eks.
ger [8], filamentgse svampe [9], filamentgse bakterier [10] og
mealkesyrebakterier [11]. Resultaterne af disse studier har givet
information omkring effekten af de genetiske endringer
foretaget i syntesedelen af metabolic engineering. Desuden har
fortolkningen af resultaterne medfgrt identifikation af nye mal
for genetiske modifikationer, hvilket illustrerer, hvordan MNA
kan anvendes i metabolic engineering.
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rer og produktudbytte. For yderligere informati-
on omkring den matematiske modellering og det
anvendte computerprogram til fluxestimering se
[4].

En kvantitativ undersggelse af metabolismen
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